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1. RESUMEN

SALLL1 es un represor transcripcional del tipo dedos de zinc que regula la organogeénesis y el desarrollo
animal. Las proteinas de la familia SALL sufren modificaciones postraduccionales por miembros de la familia
de ubiquitina, como por ejemplo SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier). Para entender la importancia de
esta modificacidn postraduccional en la interaccion de SALL1 con otras proteinas, se analiz6 la relacion de
SALL1 con CBX4, siendo ésta una E3 SUMO-ligasa y una subunidad del complejo de represion Polycomb 1
(PRC1). Tanto SALL1 silvestre (WT) como un mutante de SALL1 que no puede ser modificado por SUMO,
SALL1ASUMO, interaccionan con CBX4. Observaciones previas del laboratorio sugirieron que la presencia de
SALL1 influye en los niveles de CBX4. En este trabajo se ha demostrado que SALL1 no influye en los niveles
de CBX4 de manera transcripcional, sino de manera postranscripcional. También se ha demostrado la capacidad
de SALL1 para estabilizar a CBX4, haciendo que su ubiquitinacion y su degradacion se reduzcan. Asimismo,
SALLL1 contribuye a la represion de los genes diana de CBX4, mientras que SALL1ASUMO no produce el
mismo efecto. Estos resultados indican que la SUMOilacion de SALL1 es necesaria para aumentar la actividad
represora de CBX4, aunque no para su estabilizacion.

2. INTRODUCCION

La familia SALL (Spalt-like) de factores de transcripcién de tipo dedos de zinc tiene un papel
fundamental en el desarrollo animal. Estas proteinas estan conservadas en diferentes organismos, desde C.
elegans a vertebrados. En humanos existen cuatro ortélogos de SALL (SALL1, SALL2, SALL3y SALL4), los
cuales se caracterizan por una distribucion estereotipica de dedos de zinc. El primer dominio de dedos de zinc
corresponde al tipo C2HC y solo esta presente en vertebrados, mientras que el resto de los dominios de dedos
de zinc corresponden al tipo C2H2. Otro dominio importante es la region rica en glutamina (poly-Q), la cual

estd involucrada en la interaccion de SALL con otras proteinas (1). Las proteinas SALL tienen un papel
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SUMO es una molécula similar a ubiquitina que, al igual que ésta, se une a lisinas localizadas en una
secuencia consenso mediante la accion de las enzimas E1, E2 y E3 (5,6,7). La SUMOilacion puede cambiar las
propiedades de las proteinas diana, como por ejemplo su localizacion o su interaccidn con otras proteinas. Tanto
en vertebrados como en Drosophila, los factores de transcripcion SALL pueden ser modificados mediante
SUMOQilacioén. En el caso de Drosophila, la SUMOilacidn de las proteinas Sall influye en su localizacion nuclear
y en la regulacion de sus genes diana durante el desarrollo del ala (8). Por lo tanto, teniendo en cuenta la
conservacion evolutiva de la familia SALL se puede hipotetizar que esta modificacion postraduccional puede
también cumplir un papel importante en vertebrados. Se ha demostrado que la estabilidad, la localizacién celular
y la actividad transcripcional de SALL4 es regulada por la SUMOQilacion (9). Es pues de gran interés que se
sigan estudiando las modificaciones postraduccionales de estas proteinas y se analicen sus consecuencias
funcionales.

En estudios previos del laboratorio, se estudio la interaccion de SALL1 con otros factores celulares (4).
Se realiz6 un experimento de protedmica de proximidad o BiolD en combinacion con espectrometria de masas.
Los resultados analizados mediante andlisis de ontologia génica mostraron que entre los grupos de factores
enriquecidos, se encontraba el grupo de las SUMO E3 ligasas, como son CBX4 (Chromobox 4), PIAS1, PIAS2
y PIAS4, pudiendo ser alguna de estas la SUMO E3 ligasa involucrada en la SUMOilacion de SALL1 in vivo.
La proteina CBX4 pertenece al grupo de proteinas Polycomb (Pc) (10). Dado que se conocia previamente la
interaccion genética entre los genes sall y Pc en Drosophila durante el desarrollo embrionario (11), se pensé
que seria interesante analizar la interaccion entre SALL1 y CBX4 en humanos. CBX4 ademas de ser una SUMO
E3 ligasa, es un componente critico del complejo de represion Polycomb 1 (PRC1), el cual actda junto con el
complejo de represion Polycomb 2 (PRC2) silenciando la expresion de los genes diana mediante la modificacion
de histonas (10,12,13).

Las proteinas Pc son represores transcripcionales esenciales para el desarrollo de los organismos, y
pueden estar desreguladas en algunas enfermedades humanas (14). Los complejos represores PRC1 y PRC2
compactan la cromatina, silenciando asi la transcripcion de los genes diana y creando cuerpos nucleares. Estos
complejos regulan la estructura de la cromatina a diferentes niveles, modificando las histonas, compactando la
cromatina local y regulando la formacién de bucles entre regiones reguladoras.

El complejo PRC2 cataliza la trimetilacion de la histona 3 en la lisina 27 mediante la accion de la
metiltransferasa Ezh2 (15). Esta marca de la
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La SUMOilacién de las proteinas que forman parte del grupo Pc (PcG) es funcionalmente relevante para
el silenciamiento de sus genes diana (19). Por ejemplo, CBX4 es un gen diana de la de-SUMOilasa -SENP2-
(SUMO-Specific Protease 2) in vivo y la SUMOilacion de CBX4 es necesaria para la represion de sus genes
diana, de manera que en ausencia de SENP2 hay una mayor represion de Gata4 y Gata6 (20). Ademas de la
SUMOQilacion, CBX4 también puede ser modificada por ubiquitina, siendo la ubiquitinacién de CBX4 una sefial

para su degradacion via ubiquitina/proteasoma.

En este trabajo se ha contribuido a la caracterizacién de la relacion funcional entre SALL1 y CBX4.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio mostraron la interaccion de CBX4 con SALL1 WT,
asi como con un mutante de SALL1 que no puede ser modificado por SUMO, SALL1ASUMO. Ademas, un
aumento en los niveles de proteina SALL1 producia un aumento de CBX4, asi como un aumento en el nimero
y en el tamafio de cuerpos nucleares de CBX4 o “"Pc bodies”". Por ello se plante6 la hipotesis de que SALL1
podria ser un agente estabilizador de CBX4. Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo fue analizar el
papel de SALLL en la estabilidad de CBX4 y su capacidad reguladora de transcripcion. Se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

1. Comprobar si el efecto de SALLL sobre los niveles de CBX4 ocurre a nivel transcripcional o
postranscripcional.

Se analiz6 si el aumento en los niveles de SALL1 conlleva el aumento de los niveles de proteina CBX4.

Se analiz6 también si cambios en los niveles de CBX4 eran debidos a un aumento de la transcripcién del gen en

presencia de SALL1. Mediante PCR cuantitativa (QPCR), se analizé si la transcripcion del gen CBX4 aumenta

con la sobre-expresion de SALLL. Para ello se utilizé un vector inducible lentiviral TripZ con el cual, mediante

el sistema Tet-On, se indujo la sintesis de la proteina SALL1 en presencia de concentraciones crecientes de

doxiciclina.

2. Analizar el efecto de SALL1 en la transcripcién de los genes diana de CBX4.
Se analiz6 si los cambios en los niveles de CBX4 en presencia de SALL1 tenian un efecto en la
transcripcion de genes diana de CBX4 reportados en la literatura. Se disefiaron oligonucle6tidos especificos

para esos genes y se analizd su expresion en lineas celulares mediante gPCR.

3. Analizar el efecto de SALL1 sobre la ubiquitinacion de CBX4 y su degradacion por el proteasoma.
Se analizaron los cambios en la vida media de CBX4 en presencia de SALL1 o SALL1ASUMO

mediante un tratamiento con cicloheximida. Se estudié el efecto de SALL1 WT sobre los niveles de

ubiquitinacion de CBX4 en presencia y ausencia de un inhibidor de proteasoma, MG132, para lo que se utilizd

el sistema bioUbiquitina (bioUDb).



4. MATERIALES Y METODOS

Cultivos Celulares

Las lineas celulares HEK293FT WT y modificadas, se cultivaron en un medio completo (DMEM,
Gibco), complementado con 10% de Suero Bovino Fetal (FBS, Gibco) y con 1% de penicilina y estreptomicina
(pen/strep, Gibco) a 37°C y en una atmoésfera con un 5% de CO, La linea celular inducible
HEK?293 TripZ_SALL12XHA puro se generd mediante la transfeccion estable del vector lentiviral TripZ y, a
través de este sistema se pudo modular la expresién de SALL1 de manera doxiciclina-dependiente. Antes de
plaquear cada experimento se contaron las células en la cdmara de Neubauer, cargando 10 pl de cada cultivo.

En la linea celular inducible HEK293_TripZ_SALL12XHA puro la sintesis de SALL1 se regulé por el
mecanismo Tet-On; en ausencia de doxiciclina (un antibiético perteneciente al grupo de las tetraciclinas), el
factor de transcripcion rtTA no se puede unir al promotor del gen de interés (en este caso el promotor del vector
TripZ), y por lo tanto, no se induce la sintesis de SALL1. Sin embargo, en presencia de doxiciclina, ésta se une
a rtTA creando un complejo capaz de unirse al promotor, lo cual induce la sintesis de SALL1.

Plasmidos utilizados en la transfeccion

Se prepar6 el DNA de los plasmidos utilizados en cada procedimiento. Para ello se transformaron las
bacterias (E. coli) y se amplificaron dichos plasmidos. Se descongelaron las bacterias competentes XL10 Gold
para su transformacion, durante 15 minutos en hielo. El choque térmico se realizé a 42°C durante 90 segundos,
tras el cual se mantuvieron las células dos minutos en hielo. Se afiadieron 500 pul de medio LB (Luria Broth) sin
antibidtico y se incubaron durante media hora a 37°C. Se sembraron las bacterias en una placa de LB con el
antibidtico pertinente para seleccionar las bacterias transformadas. Se incubaron las placas toda la noche a 37°C.
Al dia siguiente se inoculé una colonia aislada en un Erlenmeyer con 50 ml de LB suplementado con el
antibiotico indicado y se incub6 toda la noche con agitacion a 37°C. Se centrifug6 el cultivo a 3500 rpm durante
20 minutos a 4°C. El pellet se proceso utilizando el kit de extraccion de plasmidos (Qiagen) y siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. Una vez obtenido el DNA, éste se sec6 durante 10 minutos y se resuspendio
en buffer TE o en agua. Finalmente, mediante el programa ND100 se midi6 la densidad optica del plasmido

para calcular la concentracion del DNA.

gPCR

Para los andlisis de gPCR, las células HEK293FT se transfectaron con 5 pg de los plasmidos CMV-
SALL1-YFP, CMV-SALLIASUMO-YFP o CMV-EGFP-A-Galactosidasa (-Gal) mediante el método de fosfato
de calcio. SALL1ASUMO es un mutante de SALL1 que no puede de ser SUMOilado, en el que se sustituyeron
las lisinas de las secuencias consenso de SUMOilacion por argininas. La linea celular
HEK?293 TripZ_SALL12XHA puro se indujo mediante diferentes concentraciones de doxiciclina. Después de
48 horas desde la transfeccion (en el caso de las células HEK293FT) o de 72 h desde la induccion (en el caso
de las células HEK293 TripZ) se aislo el RNA total de las células mediante el kit E.Z.N.A. ® Total RNA

(Omega). Se cuantifico la cantidad de RNA mediante el espectrofotometro Nanodrop (ND-1000). Los cDNAs
5)



se prepararon usando el ““SuperScript Il First-Strand Synthesis System™ (Invitrogen) en 20 pl de volumen por
reaccion y usando el siguiente protocolo: 25°C durante 5 minutos, 42°C durante 30 minutos, 85°C durante 5
minutos. La qPCR se realiz6 usando PerfeCTa SYBR Green SuperMix Low Rox (Quantabio). Las reacciones
se realizaron en 20 pl, afiadiendo 5 pl de cDNA (100 ng) y 5 ul de cada primer (10 uM) en un termociclador
CFX96 (BioRad) y siguiendo el siguiente protocolo: 95°C durante 5 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos, 56°C o0 62°C durante 30 segundos y 72°C durante 20 segundos. Se realiz6 el analisis de la curva de
fusién por los pares de primers entre 65°C y 95°C, incrementando 0,5°C cada 5 segundos. La expresion de los
genes se analizo utilizando el método AACt. Primero, a todos los valores Ct (threshold cycle: ciclos que necesita
la sefial de fluorescencia para superar el umbral) se les rest6 el valor de Ct del gene “housekeeping™ que en
nuestro caso fue GAPDH para obtener el valor ACt. Para calcular el valor AACt, se rest6 a los valores ACt de
los genes de interés el valor ACt del gen control experimental. En el caso de las células HEK293FT se utilizo B-
Gal como control y en la linea celular HEK293_ TripZ como valor control se utilizaron las condiciones sin
doxiciclina. Finalmente, se calculé el fold change 244t que es el valor que se muestra en los resultados. Las

reacciones se hicieron en duplicados y los resultados derivaron de cinco experimentos independientes.

Ensayo de Cicloheximida

Se sembraron 3 x 10° células HEK293FT por pocillo en una placa de 6 pocillos. Cuatro horas después
se transfectaron las células mediante el método del fosfato célcico con 2 pg de los plasmidos CMV-SALL1-
YPF, CMV-SALLIASUMO-YFP o0 CMV-EGFP-4-Gal. Las células se trataron con 50 pg de cicloheximida y se
incubaron durante distintos tiempos (Oh, 4h, 8h y 16h). La mitad de las muestras se trataron con 10 uM de
MG132. A continuacion, las células se lisaron en el tampon RIPA (Cell Signalling, 20 mM TrisHCI pH 7.5, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1% acido desoxicélicoy 1 mM EGTA) y se analizaron mediante Western
blot.

Ensayo de bioUbiquitinacién

Se sembraron 3 x 108 células HEK293FT por condicién en una placa de 10 cm. Aproximadamente 4
horas después, se transfectaron las células con 3 g de cada uno de los siguientes plasmidos en combinaciones
especificas: CMV-SALL1-YFP, CMV-SALLIASUMO-YFP, CMV-EGFP-4-Gal, LL-CMV-BirA-2A-puro
(llamado a partir de ahora BirA), LL-CMV-BirA-2A-bioUb-puro (llamado a partir de ahora BirA-bioUb, Figura
3) y, CB6-CBX4-HA. Asimismo, se realiz0 este ensayo en la linea celular HEK293_TripZ_SALL12XHA puro
en ausencia y presencia de doxiciclina. Se sembraron 3 x 10° células y la transfeccion se realizé con los
siguientes plasmidos: LL-CMV-BirA-2A-puro, LL-CMV-BirA-2A-bioUb-puro y, CB6-CBX4-YFP. En ambas
lineas celulares, 16 horas después de la transfeccion, el medio celular se complement6 con biotina (50 uM) vy,
24 horas después, algunas placas se trataron con 10 uM de MG132 durante la noche. Las células se recogieron
pasadas 48 horas desde la transfeccion, se lavaron con un tampdn fosfato salino (PBS: 1 mM KH;PQO., 155 mM
NaCl y 3 mM Na;HPO4-7H,0) y se recogieron en 0.5 ml de un tamp6n de lisis WB5 (8 M urea, 1% SDS en 1x
PBS) complementado con un inhibidor de proteasas y NEM por cada placa de 10 cm. Las muestras se sonicaron
y se centrifugaron a temperatura ambiente. Los lisados celulares se incubaron durante toda la noche con 30 pl

de resina de NeutrAvidin-agarosa (Thermo Scientific) en un agitador orbital. Al dia siguiente, se centrifugaron
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las muestras a 2000 g durante 2 minutos y se descarto el sobrenadante. Después se lavaron las muestras con los
siguientes tampones de lavado (WB), todos ellos preparados en 1xPBS: WB1 (8 M urea, 0.25% SDS); WB2
(6M Guanidine-HCI); WB3 (6.4 M urea, 1 M NaCl, 0.2% SDS), WB4 (4M urea, 1 M NaCl, 10% isopropanol,
10% etanol y 0.2% SDS); WB5 y WB6 (2% SDS). Para la elucion de las proteinas biotiniladas, las muestras se
hirvieron a 95° durante 5 minutos en 50 pl de tampén de elucion (4x Laemmli buffer, 100 mM DTT). La resina

se separé mediante centrifugacion (18000 x g, 5 minutos). Las muestras se analizaron mediante Western blot.
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Figura 3. Representacion esquematica de la construccién BirA-bioUb.

Western Blot

Las células se lisaron en tampon RIPA complementado con inhibidores de proteasas (Roche) y
manteniendo las muestras en hielo, o en tampon de lisis WB5. Se centrifugaron los lisados a 16.400 rpm durante
20 minutos a 4°C o a temperatura ambiente (RT), y se recogieron los sobrenadantes.

Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 7.5% y se corrieron a 90 V. Después se hizo la
transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa a 90 V durante 90 minutos, manteniéndola en frio. Una
vez realizada la transferencia se tifio la membrana con Ponceau para asegurar que la transferencia habia
funcionado correctamente. A continuacion, se bloque6 la membrana con 5% de leche en polvo desnatada en 1x
PBS y 0,1% Tween-20 durante una hora. Los anticuerpos primarios se incubaron durante la noche a 4°C y los
anticuerpos secundarios durante 1h a RT. Para la deteccién de las proteinas de interés se utilizaron diferentes
anticuerpos primarios: anti-CBX4 (1:1000, Proteintech), anti-actina (1:1000, Sigma), anti-SALL1 (1:1000,
R&D), anti-GFP (1:1000, Roche), anti-Vinculina (1:1000, Cell Signaling), anti-BirA (1:1000, Sino Biological
Inc.), anti-AviTag (1:1000, GeneScript) y anti-GAPDH (1:1000, Proteintech). Luego se afiadieron los
anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-raton marcados con HRP (1:5000, Jackson Immunoresearch). Para
poder visualizar la sefial de los anticuerpos se utilizé Clarity ECL (BioRad) y el revelador iBrightCL1000 de
Invitrogen (Life Technology). La cuantificacion de las bandas del Western blot se llevé a cabo mediante el

programa ImageJ y se normalizé teniendo en cuenta el control de carga.

Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizé utilizando el software Graphpad 7.0. Los resultados obtenidos se
analizaron con el test de normalidad Shapiro-Wilk y el test de varianza Levene. Para comparar dos grupos se
utilizé la prueba de Mann Whitney. En el caso de los experimentos donde se compararon mas de dos grupos de
muestras se emplearon Two-Way ANOVA vy el test de comparacion multiple Kruskal-Wallis. Se consideraron

significativos los valores de p menores a 0,05. En las graficas, p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).

5. RESULTADOS

SALL1 influye en los niveles de CBX4 a nivel postranscripcional



Observaciones previas del laboratorio indicaron que los niveles de la proteina CBX4 aumentan con la
sobreexpresion de la proteina SALL1. Dado que SALLL1 es un regulador transcripcional, el aumento de CBX4
podria deberse a un cambio en sus niveles de transcripcion. Se analizaron los niveles de MRNA de CBX4 en
condiciones crecientes de expresion de SALLL en la linea celular HEK293 TripZ_ SALL12XHA puro de
manera dependiente de doxiciclina.

Las observaciones iniciales del laboratorio se corroboraron mediante este sistema: los niveles de
proteina CBX4 endégena aumentaron significativamente en presencia de concentraciones crecientes de SALL1
(Figura 4 y 5). Mediante el analisis por gPCR se comprob6 que los niveles de mRNA de CBX4 no varian
significativamente cuando aumenta la expresion de SALL1 (Figura 6). Por lo tanto, se puede concluir que el

efecto de SALL1 sobre CBX4 no es a nivel transcripcional sino a nivel postranscripcional.
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Figura 4. La sobre-expresion de SALL1 aumenta
los niveles de proteina CBX4. Mediante el vector
inducible lentiviral TripZ se puede observar que en
presencia de concentraciones crecientes de doxiciclina,
tanto los niveles de proteina SALL1 como los de
CBX4 aumentan. Los anticuerpos utilizados se
muestran a la izquierda. Los marcadores de peso
molecular se muestran a la derecha.
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Figura 5. Los niveles de CBX4 aumentan de
manera significativa en presencia de SALLI1. La
gréfica representa los valores y el anélisis estadistico
mediante el programa Graphpad 7.0 de los valores de
CBX4 obtenidos en 3 repeticiones independientes de
los experimentos mostrados en la Figura 4. El analisis
estadistico se realizd con el test de comparacion
multiple Kruskal-Wallis; n=3.

-- SALL1
CBX4

0 1 T T

no dox 1ngdox 10ngdox 100ngdox 1lug dox

Figura 6. Efecto de SALL1 sobre la transcripcion de CBX4. Mediante el vector inducible lentiviral TripZ se
puede observar como en presencia de concentraciones crecientes de doxiciclina los niveles de mRNA de SALL1
aumentan mientras que los de CBX4 no varian significativamente.



SALL1 influye en los niveles de transcripcion de los genes diana de CBX4

Dado que SALL1 influye en los niveles de CBX4, se plante¢ la hipdtesis de que pudiera tener un papel
en la represion de los genes regulados por CBX4. Para comprobar esta hipotesis, se analiz6 la transcripcion
mediante gPCR de algunos genes diana de CBX4 (Hoxall, Hoxb4, Hoxb7, Hoxb13, Hoxc6, Hoxc10, Hoxc12,
Hoxd13 y GATA4), sobreexpresando tanto SALL1 WT como SALL1ASUMO. Los resultados mostraron que
varios de los genes diana de CBX4 analizados, concretamente Hoxb4, Hoxb13, Hoxc6, Hoxc10 y GATA4, se
expresaban significativamente menos en presencia de SALL1 WT. Esto indica que SALL1, de alguna manera,
aumenta la capacidad represora de CBX4 (Figura 7).

Ademaés, atendiendo a la cuantificacion de los resultados, se observé que para que SALL1 contribuya a
la represion de CBX4, es necesario que esté SUMOilado: en las células transfectadas con SALL1ASUMO el

nivel transcripcional de los genes diana de CBX4 no varia significativamente.
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Figura 7. SALL1 contribuye a la represion por CBX4. Representacion gréafica de los datos conseguidos
de la gPCR en 5 réplicas independientes. Se aprecian diferencias significativas en la expresion de los genes

Hoxb4, Hoxb13, Hoxc6, Hoxc10 y GATAA4. Estos datos se analizaron con la estadistica Two-Way ANOVA,;
n=5.

SALL1 estabiliza CBX4

Dado que los niveles de la proteina CBX4 aumentan en presencia de SALL1, se plante6 la posibilidad
de que SALL1 estabilizara a CBX4 retrasando su degradacion. Para probar esta hipotesis, se trataron las células
con cicloheximida, una droga que inhibe la sintesis de proteinas de novo. De esta manera, se puede analizar la
vida media de una proteina sin la contribucién de nueva sintesis de dicha proteina. Las células se transfectaron
con SALL1-YFP, SALLIASUMO-YFP o p-Gal-EGFP y se trataron con cicloheximida durante diferentes
tiempos. Cada experimento se realizé en duplicado, tratdndose la mitad de las células con el inhibidor del

proteasoma MG132.



Se observd que en las células tratadas con cicloheximida durante 8 ¢ 16 horas, en ausencia de MG132,
la vida media de CBX4 se alarga por la sobreexpresion de SALL1 (Figura 8A'y 8C). Estos datos sugirieron que
SALL1 estabiliza CBX4. Ademas, estos resultados fueron similares en presencia de SALL1ASUMO. El efecto
observado concuerda con el obtenido previamente en el laboratorio, en que la sobreexpresion tanto de
SALLIWT como de SALLIASUMO aumenta los niveles de CBX4.
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Figura 8. SALL1 estabiliza CBX4. (A,B) Western blot en ausencia (A) o en presencia (B) de MG132 mostrando
los niveles de CBX4 enddgeno en células tratadas con cicloheximida (CHX) durante 0, 4, 8 6 16 horas. (C,D)
Representacion grafica y analisis estadistico de los niveles de CBX4 a lo largo del tiempo en las tres condiciones
indicadas sin (C) o con (D) MG132. Los datos se analizaron con la estadistica Two Way ANOVA,; n=5. Los
resultados indican que la sobreexpresién de SALL1 incrementa la vida media de CBX4.

SALL1 reduce los niveles de ubiquitinacion de CBX4

Dado que CBX4 se degrada via ubiquitina/proteasoma, y que la sobreexpresion de SALL1 aumenta su
vida media, se analizd el efecto de SALL1 sobre la ubiquitinacion de CBX4 mediante el sistema bioUb. Este
sistema se basa en la captura de proteinas ubiquitinadas mediante una resina de estreptavidina, siendo las

proteinas modificadas identificadas mediante Western blot.

Se transfectaron las células con los plasmidos BirA o BirA-bioUb (Figura 9). De este modo, gracias a
los lugares donde la traduccion ribosomal produce un salto de manera que no haya union peptidica entre las dos
proteinas (2A) en las células se expresaron dos proteinas: bio-Ub y BirA. Se afiadié biotina al medio, y de este

modo, en presencia de biotina, BirA biotinilo la ubiquitina por reconocimiento de la secuencia de afinidad “"bio™
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0 AviTag. La resina de estreptavidina capturé la biotina de las proteinas biotiniladas, y por lo tanto, todas las

proteinas que fueron ubiquitinadas con bio-Ub.

Se realiz6 este experimento en las células HEK293FT transfectadas con los plasmidos que expresan
SALL1 WT, SALL1IASUMO o B-Gal, ademéas de CBX4-HA y BirA o BirA-bioUb (Figura 9). Los resultados

mostraron la ubiquitinacién de CBX4 en presencia de BirA-bioUb, pero la variabilidad entre experimentos fue

muy alta.
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Figura 9. CBX4 es ubiquitinado mediante el sistema bioUb. Western blot que muestra los resultados del
ensayo bioUb realizado en las células HEK293FT. El Input revela el nivel de proteinas totales presentes en
el extracto, mientras que el Pulldown muestra las proteinas ubiquitinadas. Los anticuerpos utilizados se
indican a la izquierda y los pesos moleculares a la derecha. Anti-HA revela CBX4 ubiquitinado en el

Pulldown.

Para evitar la variabilidad, se decidié utilizar el mismo sistema bioUb en una linea celular en la que no
hubiese que realizar transfecciones con mudltiples plasmidos, siendo ésta probablemente la fuente de

variabilidad.

Se empleo la linea celular HEK293_TripZ_SALL12XHA puro, la cual permite realizar los mismos
experimentos (excepto para SALL1ASUMO) sin necesidad de transfectar SALL1. El experimento se realiz6 en
ausencia o presencia de MG132. Todas las células se transfectaron con CBX4-YFP, bien con el plasmido BirA-

bioUb o con BirA como control. Se afiadié doxiciclina para inducir la sintesis de SALL1 (Figura 10).
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La cuantificacion de 4 experimentos independientes mostrd que la sobreexpresion de SALL1 mediante
doxiciclina reduce los niveles de ubiquitinacion de CBX4 (Figura 10B). Estos resultados indican que el aumento
de los niveles de CBX4 en la sobreexpresion de SALL1 puede deberse a una disminucion de su ubiquitinacion.
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Figura 10. SALL1 reduce la ubiquitinacion de CBX4. (A) Resultados del Western blot del ensayo bioUb realizado
en la linea celular HEK293_TripZ_SALL12xHA_puro. El Input revela el nivel de proteinas totales presentes en el
extracto, mientras que el Pulldown muestra la ubiquitinacion de CBX4. Los anticuerpos utilizados se indican a la
izquierda y los pesos moleculares a la derecha. (B) Representacion gréfica y andlisis estadistico de la ubiquitinacion de
CBX4 en presencia y ausencia de doxiciclina. Los valores de CBX4 ubiquitinado en el Pulldown se normalizaron por
los valores de CBX4 en el Input. Los datos se analizaron con la estadistica Mann Whitney; n=4.

6. DISCUSION

Las proteinas de la familia SALL son SUMOiladas tanto en vertebrados como en Drosophila. Teniendo
en cuenta que la SUMOilacion de las proteinas Sall en Drosophila es fundamental para que éstas cumplan su
funcion en el desarrollo, se consideré interesante analizar en humanos el papel de la SUMOilacion de SALL1
en relacion a sus proteinas interactoras (8). Ademas, mutaciones en el gen SALL1 estan relacionadas con el
sindrome de Townes-Brocks (4), por lo que entender la regulacion de esta proteina es esencial para entender la

etiologia de esta enfermedad.

Los experimentos realizados previamente en el laboratorio mediante proteémica de proximidad (BiolD)
y andlisis de espectrometria de masas demostraron que entre los interactores de la proteina SALL1 se encuentra
la E3 SUMO ligasa CBX4 (4). Se decidio6 poner la atencién en CBX4 porque anteriormente se habia observado
la interaccion genética entre los homélogos de SALL1 y CBX4 en Drosophila. Para validar la interaccion de la

proteina CBX4 con la proteina SALLL, el laboratorio llevo a cabo un ensayo de GFP pulldown y se corroboro
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que SALL1 y CBX4 interaccionan. Ademas, se comprob6 que existe también interaccion entre CBX4 y el
mutante SALL1ASUMO, lo cual indica que no es necesaria la SUMOilacion de SALL1 para su interaccion con
CBX4. Mediante la técnica de inmunofluorescencia, se confirmé que SALL1 y CBX4 no colocalizan en los
cuerpos nucleares. Sin embargo, se demostr6 mediante el ensayo de Proximity Ligation Assay que ambas
proteinas co-localizan en el nucleoplasma. Resultados previos del laboratorio mostraron que un aumento de los
niveles tanto de SALL1 como de SALLIASUMO contribuyen a un aumento en los niveles de proteina CBX4,

acompafiado de un aumento en el niamero de cuerpos nucleares de CBX4 (puntos de represion de cromatina).

Teniendo en cuenta los resultados mencionados, este trabajo se centrd en el analisis del efecto de SALL1
sobre los niveles de CBX4. En primer lugar, aungque experimentos previos demostraron gque en presencia de la
proteina SALL1 sobre-expresada los niveles de proteina de CBX4 aumentan, se comprobo este efecto en la linea
celular HEK293 TripZ SALL12XHA puro (Figuras 4 y 5). Se demostrd también que el efecto de SALL1 sobre
CBX4 no es a nivel transcripcional, ya que el aumento de los niveles de SALL1 no conlleva a el aumento de la
transcripcion del gen CBX4 (Figura 6). Por lo tanto, el aumento de CBX4 en presencia de SALL1 se produce
postranscripcionalmente y ademas, los datos indicaron que este efecto puede ser a nivel de una disminucion de
la degradacién de CBX4 via ubiquitina/proteasoma causada por la reduccion de los niveles de ubiquitinacion de
CBX4 en presencia de SALLL.

Dado que SALL1 aumenta los niveles de la proteina CBX4, y teniendo en cuenta que CBX4 forma parte
de PRC1, se analiz6 la funcion de SALLL1 sobre la capacidad de represion de CBX4. Los resultados mostraron
que la mayoria de los genes diana de CBX4 que se analizaron estan mas reprimidos en presencia de SALL1
(Figura 7). Considerando que CBX4 forma parte de PRC1 y que las proteinas Pc son represores
transcripcionales, este resultado demostrd que, de alguna manera, SALL1 ayuda a CBX4 a realizar su funcion
como represor. Es interesante destacar que, la SUMOQilacion de SALL1 parece necesaria para este efecto, ya
que en presencia de SALL1ASUMO no se observo una variacion significativa en los niveles de represion de los
genes diana de CBX4. Por lo tanto, SALLL1 solo tiene ese efecto funcional cuando estd SUMOilada.

Todos los resultados anteriores plantean la posibilidad de que SALL1 de alguna manera estabiliza a
CBX4. Por ello se analiz6 la vida media de CBX4 mediante el tratamiento de cicloheximida. Asi se concluyd
que la sobre-expresion de SALL1 hace que la vida media de CBX4 sea més larga (Figura 8C). Ademas, teniendo
en cuenta que tanto SALL1 como SALLIASUMO aumentan los niveles de CBX4, el efecto de estas dos
proteinas sobre la estabilidad de CBX4 podria ser similar. Los resultados mostraron que, tal y como se esperaba,
tanto SALL1 como SALLIASUMO tienen la capacidad de estabilizar a CBX4. Por lo tanto, N0 €S necesaria la
SUMOilacion de SALL1 para la estabilizacion de CBX4.

Por ultimo, se sabe que CBX4 se degrada via ubiquitina/proteasoma ya que en presencia del inhibidor
del proteasoma MG123 los niveles de CBX4 aumentan. Es decir, en presencia de MG132 hay una acumulacion
de proteina debido a que la degradacidn via ubiquitina/proteasoma esta disminuida. En base a estos resultados,
se analizo el papel de SALL1 sobre la ubiquitinacién de CBX4 mediante el experimento de bioUb. En un inicio
se empleo la linea celular HEK293FT, pero la variabilidad en la eficiencia de transfeccidén no permitio llegar a
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una conclusion clara en cuanto a la ubiquitinacion de CBX4 en diferentes condiciones. Por lo tanto, se empleo
la linea celular HEK293 TripZ_SALL12XHA puro para reducir la variable de la transfeccion. Sin embargo,
esta nueva estrategia no permitio analizar el efecto de SALLIASUMO sobre la ubiquitinacion de CBX4. Para
poder interpretar correctamente los resultados de estos experimentos, los niveles de CBX4 ubiquitinado
presentes en el Pulldown se normalizaron respecto a los niveles de CBX4 en el Input. La cuantificacion de los
resultados demostroé que la induccion de SALL1L conlleva una disminucion en la ubiquitinacién de CBX4 (Figura
10B).

En este experimento de bioUb se analizé la ubiquitinacidn total de CBX4, incluyendo la ubiquitinacién
en diferentes lisinas, la monoubiquitinacion, la poliubiquitinacion, las cadenas de ubiquitinacién mixtas, etc.
Teniendo en cuenta que cada uno de estos tipos de ubiquitinacion conlleva una funcion diferente, seria
interesante analizar qué tipo de cadenas de ubiquitina estan siendo alteradas por SALL1 (21). Sin embargo, dado
que la funcion predominante de la ubiquitinacion es la sefializacion de degradacién del substrato, y considerando
que CBX4 puede degradarse via ubiquitina/proteasoma, se puede hipotetizar que SALL1 actia sobre la
disminucién de cadenas de lisina 48 en la ubiquitinacién de CBX4, ya que estas cadenas son las asociadas a la
degradacion. Para investigar el tipo de cadenas modificadas por SALL1 se requeririan experimentos adicionales,
como por ejemplo emplear anticuerpos especificos que reconozcan las cadenas de ubiquitinas en lisina 48.

La presencia de SALL1 conlleva una menor ubiquitinacién de CBX4, lo cual reduce su degradacion y
alarga su vida media. Por lo tanto, SALL1 estabiliza y aumenta los niveles de proteina CBX4 de manera
postranscripcional. Dado que no se conoce una actividad deubiquitinasa para la proteina SALL1, el efecto de
SALL1 sobre CBX4 podria ser indirecto y podria ser explicado mediante dos hipoétesis diferentes. Por un lado,
siendo SALL1 un represor transcripcional podria reprimir la transcripcién de una posible E3 ubiquitina-ligasa
encargada de ubiquitinar a CBX4. Por otro lado, puede que SALL1 favorezca el reconocimiento de una
deubiquitinasa de CBX4, por ejemplo USP26 (22), resultando en una menor ubiquitinacién de CBX4 en
presencia de SALLIL. Serian necesarios experimentos adicionales para poder discernir entre ambas
posibilidades. Un posible experimento que se podria realizar para determinar qué posibilidad se adecua mejor
al mecanismo de SALL1 seria un GFP pulldown. Se podria transfectar la linea celular
HEK?293 TripZ_SALL12XHA puro con el plasmido CBX4-YFP y analizar en presencia de diferentes dosis de
doxiciclina como varia la interaccion de CBX4 con USP26 y como varia la sefial de USP26 en presencia de
cantidades crecientes de SALL1. Se podria emplear un anticuerpo antiGFP para hacer un pulldown de CBX4 y

analizar la presencia de USP26 mediante Western blot.

Teniendo en cuenta que resultados preliminares del laboratorio mostraron que no existen diferencias
significativas en la unién de CBX4 con SALL1 o con SALLIASUMO, pero que Si existen diferencias en la
represion de los genes diana de CBX4 en presencia de SALL1 o de SALL1ASUMO, se puede concluir que la
SUMOQilacion de SALL1 no es necesaria para la union a CBX4 ni para su estabilizacién, pero si es necesaria
para que aumente su actividad represora. Se sabe que la SUMOilacion de CBX4 es necesaria para cumplir la

funcidn represora sobre sus genes diana (Hox, Gata, Tbx y Sox), ya que la presencia de la de-SUMOilasa SENP2
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reduce la represion de los genes diana de CBX4 (20). Se puede hipotetizar que SALL1 no necesita estar
SUMOilada para llevar a cabo su efecto indirecto sobre la ubiquitinacion de CBX4 estabilizdndola, pero que su
SUMOilacién es necesaria para facilitar la union de CBX4 a su E3 SUMO ligasa, aumentando asi la

SUMOQilacion de CBX4 y haciéndola mas activa.

7. CONCLUSIONES

- El efecto de SALLL1 sobre la estabilidad de CBX4 se da a nivel postranscripcional, ya que el aumento en
los niveles de SALL1 no conlleva un aumento en la transcripcion del gen CBX4.

- SALLI y SALL1ASUMO tienen la capacidad de estabilizar a CBX4, ya que su presencia aumenta la vida
media de CBX4.

- En presencia de SALL1, CBX4 tiene mayor capacidad de reprimir sus genes diana, pero este efecto no se
muestra en presencia de SALL1IASUMO, es decir, la SUMOilacion de SALLI es necesaria para dicha funcion
represora.

- La ubiquitinacion de CBX4 es menor en presencia de SALL1. Se infiere por lo tanto que SALL1 estabiliza
a CBX4 impidiendo que ésta sea ubiquitinada.

- En conclusién, la regulacién de CBX4 mediada por SALL1 podria ser relevante para controlar la expresion
de sus genes diana que participan en el desarrollo animal. La investigacion de la naturaleza de la interaccion

entre SALL1 y CBX4 es fundamental para entender el rol de SALL1 en el desarrollo.
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